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SYNOPSIS 
“Naïve” mouse embryonic stem cells (mESCs) are derived from pre-implantation embryos and possess pluripotency, the ability to 
differentiate into every cell type of the body. “Primed” mouse epiblast stem cells (EpiSCs) are also pluripotent stem cells but are 
derived from post-implantation embryos. ESC-derived EpiSCs (ESD-EpiSCs) are “primed” pluripotent stem cells and can be 
reverted to naïve mESCs under appropriate culture conditions. In naïve mESCs, the maintenance of undifferentiated state and the 
induction of differentiation are regulated by several signaling pathways such as LIF, BMP4, Wnt and FGF4 signaling pathways. 
These signaling components are regulated by posttranslational modification including phosphorylation, ubiquitination and 
O-GlcNAcylation, O-linked β-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) modification on cytosolic and nuclear proteins. However, the 
functions of O-GlcNAc in primed ESD-EpiSCs and in the reversion from primed to naïve states remain unclear. Furthermore, 
recently, it has been reported that the reactive species regulate the several signaling pathways. However, the effects of the reactive 
species on the signaling pathways contributing to the differentiation from mESCs have not been clarified yet. In this thesis the 
following functions of signal-regulatory factors are newly elucidated; 1) O-GlcNAcylation plays an important role in the survival of 
primed ESD-EpiSCs and in their reversion from primed ESD-EpiSCs to naïve rESCs and 2) reactive species inhibit naïve mESC 
differentiation to mesoderm and endoderm but promote ectodermal differentiation by enhancement of FGF4 signaling and inhibition 
of Wnt signaling. 
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1.緒言 









leukemia inhibitory factor (LIF)を添加することで未分化性を
維持する。LIF の代わりに、fibroblast growth factor 2 (FGF2)
を添加し、培養し続けると、mESCs は、プライム状態の
ESC-derived EpiSCs (ESD-EpiSCs)に分化する。また、プライ








からである。LIF シグナル以外にも、Wnt、bone morphogenetic 
protein 4 (BMP4)シグナルがナイーブ状態の維持に必須であ
る。ナイーブ状態の mESCs からプライム状態の ESD-EpiSCs













リン、スレオニン残基に、UDP-GlcNAc から GlcNAc を転移す
る。一方、O-GlcNAc は O-GlcNAc 分解酵素（Oga）により分解
さ れ る 。 Ogt に は 、 nucleocytoplasmic Ogt (ncOgt) 、 
mitochondrial Ogt (mOgt)、 short Ogt (sOgt)の 3 つのアイソフ
ォームがあり、ncOgt と sOgt は核と細胞質に局在し、mOgt は
ミトコンドリアに局在する。一方、Oga には long-Oga (L-Oga)と 












では、「プライム状態の ESD-EpiSCs における O-GlcNAc の機
能と、プライム状態の ESD-EpiSCs からナイーブ状態の





















の L-Oga と S-Oga が増加する 
 ナイーブ状態の mESCs は、LIF を添加せずに、代わりに
15ng/ml FGF2 と、0.6μM JAK 阻害剤（LIF シグナル阻害剤）を
加え培養するとプライム状態の ESD-EpiSCs に分化する。
JAK 阻害剤は ESD-EpiSCs への分化を促進することが知られ
ている。ESD-EpiSCs は、ナイーブ状態の mESCs に比べて扁
平なコロニーであり（図１A）、プライム状態マーカーである
Fgf5 の発現が高く、ナイーブ状態マーカーである Klf4 の発現
が低い（図１B）。ナイーブ・プライム状態においてOct3/4は共
通の未分化性維持に必須な転写因子であるため、両状態で
発現量に変化は無い。リン酸化 Erk1/2 は、Erk1/2 の活性化
状態を意味しており、ナイーブ状態において分化を促進する
が、プライム状態では未分化性の維持に寄与している。誘導




 次 に 、 ナ イ ー ブ 状 態 の mESCs と プ ラ イ ム 状 態 の
ESD-EpiSCs における Ogt、Oga、O-GlcNAc の発現を検討し
た。本研究では ncOgt を特異的に認識する抗 Ogt 抗体
（H-300）と、2 つのアイソフォーム（L-Oga と S-Oga）を認識す
る抗 Oga 抗体（SAB4200267）を用いた。解析の結果、ncOgt
の発現は mESCs とプライム状態の ESD-EpiSCs では、変化
がなかった（図２A）。プライム状態の ESD-EpiSCs における、































図２： ESD-EpiSCs における Ogt、Oga、O-GlcNAc の発現の検討  














































2-1-2.プライム状態において Ogt は生存に必須である 
 プライム状態の ESD-EpiSCs における Oga と Ogt の機能に
ついて検討するため、PUGNAc（Oga 阻害剤：Ogai）と、Phenyl 
5-chloro-2-oxo-3-hydrobenzoxazole-3-carboxylate（Ogt 阻




















図４：ESD-EpiSCs における Oga の機能の検討 
 
 プライム状態の ESD-EpiSCs に 140μM Ogti を加えると、
O-GlcNAc が減少した（図５A、C）。この時、未分化性は変化
しなかったが、死細胞の数が有意に増加した（図５A、B、D）。



















 プライム状態の ESD-EpiSCs を、FGF2 と JAK 阻害剤を加え










 ナイーブ状態の mESCs からプライム状態の ESD-EpiSCs に
移行する際に Oga の発現が顕著に増加したため（図２A）、
ESD-EpiSCs から rESCs 誘導時に Ogai を加えることでナイー
ブ化効率が増加すると予想した。しかし、予想に反して、Ogai
を加えると有意にナイーブ化効率が減少した（図６）。さらに、
ESD-EpiSCs から rESCs 誘導時に Ogti を加えると、Ogai 添
加時より、有意にナイーブ化効率が減少した。以上の事実よ
り、プライム状態の ESD-EpiSCs からナイーブ状態の rESCs


















2−2. 培地中の活性種がナイーブ状態のマウス ES 細胞の分
化にあたえる影響の解析 

















した。Erk1/2 は FGF4 シグナルの下流で活性化され（リン酸化





培地中の H2O2 は FGF4 シグナルを活性化させ、エピブラスト
への分化を促進していることが明らかになった。 





























































図７：プラズマ照射と H2O2 の分化への影響の解析 
 
3.考察と結論 
本研究により、以下の 2 つを明らかにした。 




内の Oga の 2 つのアイソフォームの発現が顕著に増加した。
プライム状態においてOgtは生存に必須であるが未分化性に
は関与しなかった。ナイーブ状態からプライム状態への移行
に Ogt は必須であるが、Oga は関与しないことが報告されて
いる[6]。本研究は、プライム状態からナイーブ状態への移行














図８：ナイーブ状態とプライム状態の遷移における O-GlcNAc の機能 
 
3-2. 培地中の活性種の三胚葉分化への影響（図９） 
 培地中の H2O2 が FGF４シグナルを活性化し、エピブラスト、
外胚葉、神経への分化を促進することを明らかにした。さらに、

















図９：活性種によるマウス ES 細胞の三胚葉分化への影響 
 
4.参考文献  
1. AK. Nagel, LE. Ball. Amino Acids. 10 (2014) 2305-2316. 
2. H. Jang, T.W. Kim, S. Yoon, et al., Cell Stem Cell 11 (2012) 62–74. 
3. J.J. Maury, K.K. Chan, L. Zheng, et al., Stem Cell Res. 11 (2013) 
926–937. 
4. F. Ren, K. Wang, T. Zhang, et al., Biochim Biophys Acta 1850 (2015) 
1518-1526. 
5. J. Oh, YD. Lee, AJ. Wagers, et al., Nat Med. 8 (2014) 870-880. 
6. CM. Speakman, TC. Domke, W. Wongpaiboonwattana et al. Stem 
Cells. 32 (2014) 2605-2615. 
